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1. INTRODUCAO

A batata, além de ser uma cultura importante nutricionalmente, devido ao alto
valor energético de seus tubérculos, produz alguns metabdlitos secundarios
biologicamente ativos. Dentre estes, encontram-se as calisteginas, alcalbides
nortropanicos poliidroxilados, descritos como potentes inibidores especificos de
glicosidases, podendo, dessa forma, ter efeito benéfico no tratamento de doencas
associadas ao metabolismo de carboidratos.

No entanto, a acdo inibitéria das calisteginas e suas funcdes bioldgicas e
nutracéuticas ndo estdo totalmente esclarecidas, uma vez que a reduzida
concentracdo destes compostos em plantas dificulta a extracdo e a purificacdo das
mesmas em quantidades suficientes para testes in vitro e in vivo. Além disto, a
guantificacdo de calisteginas por cromatografia depende de padrdes néo disponiveis
comercialmente (Drager, 2004).

Nestas circunstancias, a obtencéo de plantas geneticamente modificadas que,
através do controle da expressdo génica, produzam calisteginas de forma
diferenciada é um passo muito importante no desenvolvimento de modelos
experimentais para o estudo destes metabdlitos (Richter et al., 2005; Nora, 2006) .
Calisteginas tém sua rota metabdlica relativamente bem conhecida e o gene chave
(tropinone reductase 2 — tr2) envolvido em sua sintese ja foi clonado em diversas
plantas (Nora, 2006). Segundo Braga (2002), a batata (Solanum tuberosum L.) é
uma planta ideal para transformagéo genética, devido a relativa facilidade de ser
transformada, além de seu modo de propagacéo que permite uma expansao clonal
dos transformantes. Porém, apesar de j& haver protocolos estabelecidos para a
regeneracao de batata, em nosso estudo, existe grande dificuldade em regenerar os
explantes transformados. Este fato pode estar associado a efeitos colaterais da
transformacao.

A morfogénese in vitro resulta de processos de competéncia, determinacéo e
diferenciacdo celular. Estes processos sao influenciados diretamente pelo meio de
cultivo, pelo gendtipo e pelo tipo e condigBes fisiologicas dos explantes (Braga,
2002; Litz, 1993). De acordo com Kerbauy (1999), alguns tecidos sdo mais
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favoraveis a regeneracdo, podendo esta ser controlada através de combinacdes
hormonais e de substratos diversos.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo verificar a influéncia do tipo
de explante, das concentracdes de zeatina e do tempo de exposicdo do explante a
este regulador na regeneracédo de plantas de batata cv. Macaca.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
do Departamento de Botanica, IB/UFPel. Foram utilizadas plantas de batata
(Solanum tuberosum, cv. macaca) mantidas in vitro em sala de crescimento a 26 + 2
°C, sob fotoperiodo de 16 h e densidade de fluxo de fétons de 36 pmol m? s™,
mediante subcultivos mensais em meio com sais e vitaminas de MS (Murashige &
Skoog, 1962) acrescido de 25 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g L™
de Agar.

Como fontes de explantes, foram utilizados entrends e secc¢des foliares de
plantas com 20 dias de cultivo. Os explantes foram transferidos para placas de Petri
contendo 25 mL de meio MS com 25 g L™ de sacarose e 100 mg L™ mio-inositol,
geleificado com 2.5 g L™ de gelrite e acrescido de 0.05 mg L™ de AIA, 3.0 mg L™ de
GAS3 e zeatina nas concentracdes de 2.0, 2.5 e 3.0 mg L™. As placas foram vedadas
com filme plastico transparente de policloreto de vinila — PVC e acondicionadas em
sala de crescimento. As culturas permaneceram neste meio por 14, 21 ou 30 dias de
cultivo (Tabela 1). Ao final deste periodo, os meios eram renovados, sendo a
concentracdo de zeatina modificada para 2.0 mg L™, até o final do experimento.

A unidade experimental consistiu em uma placa de Petri com 10 explantes
cada. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
9 tratamentos para cada tipo de explante e 4 repeticbes por tratamento. Foi utilizado
o teste F na analise de variancia e o teste de Tukey na comparacédo de meédias entre
0s tratamentos, ambos a 5 % de probabilidade.

Ao final do experimento (50 dias), foram feitas avaliacbes quanto a
percentagem de explantes com brotacdes.

Tabela 1. Tratamentos combinando concentracdes de zeatina e tempo de exposicao
do explante a este regulador de crescimento.

Tratamento 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zeatina 20 20 20 25 25 25 3.0 30 3.0
Dias de exposicao 14 21 30 14 21 30 14 21 30

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a percentagem de regeneracédo de brotacdes foi influenciada
pelo tipo de explante utilizado. Para todos os tratamentos realizados, a percentagem
de regeneracao (Figura 1) foi significativamente superior em explantes de entrends,
em relacdo aos explantes foliares. Resultados semelhantes foram obtidos por Torres
et al. (2000 e 2003) e Wendt et al. (2001), em experimentos utilizando batatas das
variedades macaca e baronesa. Além disso, a regeneracao de brotacdes a partir de



entrends formou pequena quantidade de calo, quando comparado aos explantes
foliares, 0 que representa uma reducdo na possibilidade de variagcdo somaclonal.
Estes resultados qualificam entren6s como explantes ideais para experimentos de
transformacao genética.

35 -
a
30 -
g 25 |
3 20 - a
On
©
o 15 b
S a a
> 10| a
[a e
Sm b b2 g b b
aa a a
07 T [:l\ [:l\ T

Tl T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9

Tratamentos

m Folhas O Entrenos

Figura 1. Regeneracdo de explantes de entrendés ou seccdes foliares de batata
‘macaca’ em diferentes concentracées de zeatina e tempos de exposicdo a esta
concentragao.

A influéncia das concentracdes de zeatina e do tempo de exposicdo dos
explantes de entrends a esta concentracdo sobre a percentagem de regeneracao
pode ser observada na Tabela 2. Nos segmentos de entrends, verificou-se diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. A concentracdo de 3.0 mg L™ foi
superior as demais utilizadas, sendo a maior percentagem de regeneracao (30%)
obtida ao se combinar esta concentracdo com a exposi¢cdo dos explantes a este
meio por 21 dias (Tratamento 8). O mesmo resultado foi observado nos explantes
foliares, confirmando a superioridade deste tratamento em relagdo aos demais.

Tabela 2. Percentagem de regeneracdo de explantes de batata ‘macaca’
provenientes de entrendés em diferentes concentracfes de zeatina e tempo de
exposicao a esta concentracao.

Percentagem de regeneracao

Zeatina (mg L ™)

15 dias 21 dias 30 dias
2.0 75aA 0.0 cC 25cB
2.5 25aB 100b A 100b A
3.0 0.0cC 30.0a A 175aB

Médias seguidas pelas mesmas letras, mailscula na linha e minlscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, nas condicbes de cultivo testadas,
conclui-se que:



- Explantes de segmentos de entrends tém maior potencial de regeneracdo, quando
comparados com explantes foliares, nas mesmas condi¢des de cultivo;

- A percentagem de regeneracgdo é superior quando os explantes sdo cultivados por
21 dias em meio contendo 3.0 mg L™ de zeatina.
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